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Balb/cマウスを Abelson virus で transform した pre B 細胞株 (AT3-44-16) を大量培養器にて培養し粗核分
画を分離後核蛋白を抽出した。前記シグナル配列を含む53baseの合成 DNA (5' 品CCAGAGACACAGTGAGGGA
AGTCCAATGTGAGCCTGCACAAAT ACCTCTCTGC-3' )を化学的に結合させて作製した DNA affinity colｭ
umn に，核蛋白抽出液を800mM KCl の高塩濃度条件で apply し，十分洗僚後， 2000mM KClに塩濃度を上昇させ
ることにより DNA に結合した蛋白質を回収した。
2. DNA 結合活性の検定:
精製に用いた DNA を 32p で標識した probe を用い， gel retardation assay を行なった。
3. 部分アミノ酸配列の決定.
精製された蛋白質を SDS-PAGE 後 PVDF 膜に electroblot ting し， Ponceau 染色下に切り出し， lysyl 
endopeptidase にて in situ digestion を行なった。溶液中に溶出した polypeptide を HPLC にて精製後， automatic 
amino acid sequencer にて，それぞれのアミノ酸配列を決定した。
4. cDNA クローニング:
決定されたアミノ酸配列より， degenerated mixed oligonucleotide primer を合成し，同じ細胞株より作製した
cDNA をtemplate に PCR 反応を行ない， DNA fragment を得た。その DNA fragment を probe として ， ﾀ gtl0 
に作製した cDNA library をスクニーニングしクローニングを行なった。
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5. cDNA の DNA 配列の決定，コードされる蛋白質の一次構造の推定，ホモロジー検索:
得られた cDNA を M13 vector にクローニングし， deletion mutant 法にて DNA sequence を決定した。さらに，
open reading frame を推定し，蛋白質一次構造を決定した。 date base との間で，アミノ酸レベルのホモロジー検
索を行なった。
〔結果〕
1. 50 リットルの細胞培養より 560mg の核蛋白を得，精製の結果， 36μg の DNA 結合蛋白質を回収した。 SDS-PAGE
上66- ， 54- , 30-kDA の3種類の蛋白質がほぼ均一なバンドとして精製された。
2. gel retardation assay の結果，上記蛋白質回収液には DNA 結合活性が認められた。さらに DNA probe の
anealing 状態を変化させた probe を用いた gel retardation assay の結果， DNA 結合活性は，二本鎖 DNA よりも
一本鎖 DNA に対し強いことが判明した。
3. 30-kDa 蛋白に関し5つの polypeptide のアミノ酸配列が決定できた。
4. PCR 反応の結果， 462base の DNA fragment が得られ，その DNA 配列は判明しているアミノ酸配列をコード
しうるものであることが確認された。その DNA fragment を probe として使い， 100万 plaque より 10 ヶの cDNA
クローンを得ることができた。
5. DNA配列を決定したところ， cDNA は 1447base よりなり 270アミノ酸をコードしうるものであり，その際推定
分子量約30-kDa となり SDS-PAGA 上の分子量と一致し，しかも決定されたすべてのアミノ酸配列を含むものであ
ることから，精製された30-kDa 蛋白の cDNA であることが確認された。またホモロジー検索の結果，この蛋白は，
人の replication protein A (以下 RP-A) の32-kDa サブユニットと同じアミノ酸数よりなり，その87%が一致， 95 
%が類似していた。
〔総括〕
今回我々は，人のRP-A の32-kDa サブユニットと相同のマウス30-kDa 蛋白を精製し，その cDNA をクローニング






本研究は，マウス pre B 細胞株の核蛋白抽出液中に，免疫グロプリン遺伝子の再編成に関わると考えられているシ
グナル配列に結合する蛋白質を，同定，精製し，その cDNA をクローニングすることを目的として行なわれたもので
ある。
DNA affinity colomn により最終精製された66-k ， 54-k , 30kDa の蛋白のうち， 30-KDa 蛋白の cDNA がクローニ
ングされ，その一次構造が決定された。
それは，人の replication protein A (RP-A) の32-kDa サブユニットと高度に類似していることが明らかになり，
そのマウスホモローグと考えられた。
人の RP-A は， DNA複製や遺伝子の相同的組み換えに関与することが知られており，免疫グロプリン遺伝子の再
編成にも関与する可能性が考えられる O
本研究により，マウスの RP-A の 30占Da サブユニットの一次構造が明らかになり，今後 RP-A の機能を分子レベ
ルで、解明する手がかりのlつとなった点，学位論文に値する。
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